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Abstract 
Lactic acid bacteria (BAL) is a group of gram-positive bacteria that do not form spores and can 
change carbohydrates to lactic acid. BAL is important in the fermentation of food and is 
important for health. Tapai is one type of Indonesian fermented food containing BAL. However, 
information about the BAL from Tapai is still limited. Therefore, the aim of this study was to 
identify and assess the genetic diversity of BAL from Tapai based on the 16S ribosomal 
ribonucleic acid (rRNA) gene sequence. DeMan Rogosa and Sharp Agar (MRSA) media were 
used to grow the BAL. Pair of primer 63f and 1387r was used to amplify the 16S rRNA gene 
sequence. A total of 31 isolates of BAL were isolated. Based on the 16S rRNA gene sequence, a 
total of 31 BAL isolates consisted of Lactobacillus fermentum (21 isolates), Weissella cibaria (3 
isolates), W. confusa (6 isolates), and W. paramesenteroides (1 isolate) with similarity 95%-100%. 
The phylogenetic tree constructed based on the 16S rRNA gene sequence can show the 
relationship of BAL diversity to the species level, but cannot differentiate the BAL to the strain 
level. 
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Abstrak 
Bakteri asam laktat (BAL) adalah kelompok bakteri gram-positif yang tidak membentuk spora 
dan dapat memfermentasikan karbohidrat untuk menghasilkan asam laktat. BAL berperan 
penting pada fermentasi bahan pangan dan penting bagi kesehatan. Tapai merupakan salah 
satu jenis pangan fermentasi tradisional Indonesia yang mengandung BAL. Namun, informasi 
tentang BAL dari Tapai masih terbatas. Oleh karena itu, tujuan penelitian ini adalah untuk 
mengidentifikasi dan mengkaji keragaman genetik BAL pada Tapai berdasarkan sekuen gen 
16S ribosomal ribonucleic acid (rRNA). Media DeMan Rogosa and Sharp Agar (MRSA) 
digunakan untuk menumbuhkan BAL. Pasangan primer 63f dan 1387r digunakan untuk 
mengamplifikasi sekuen gen 16S rRNA. Sebayak 31 isolat BAL telah berhasil diisolasi. 
Berdasarkan sekuen gen 16S rRNA, 31 isolat BAL tersebut terdiri atas Lactobacillus fermentum 
(21 isolat), Weissella cibaria (3 isolat), W. confusa (6 isolat), dan W. paramesenteroides (1 isolat) 
dengan similaritas 95%-100%. Pohon filogenetik yang dikonstruksi berdasarkan sekuen gen 
16S rRNA dapat menunjukkan hubungan keragaman BAL hingga tingkat spesies, namun tidak 
dapat membedakan hingga tingkat strain.  
Kata kunci: BAL, Tapai singkong, 16S rDNA 
Diterima: 3 Maret 2017, disetujui: 30 April 2017 
Pendahuluan 
Tapai merupakan salah satu jenis pangan 
fermentasi tradisional yang terkenal di Indonesia 
sesudah tempe. Tapai merupakan bahan pangan 
yang disukai karena cita rasanya yang enak. 
Jenis Tapai yang umum diproduksi adalah Tapai 
singkong dan Tapai ketan, tetapi yang paling 
banyak diproduksi adalah Tapai singkong. 
Proses pembuatan Tapai singkong melalui 
tahapan pengupasan, pencucian, pengukusan 
hingga singkong menjadi matang, kemudian 
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pencampuran dengan starter yang umum disebut 
sebagai ”Ragi Tapai”, dan selanjutnya 
difermentasi sekitar 48 jam. ”Ragi Tapai” 
merupakan sumber mikrob yang berperan 
selama proses fermentasi berlangsung.  
Mikrob berperan penting dalam 
pembentukan cita rasa bahan pangan fermentasi 
(Hagedorn dan Kaphamer, 1994). Peran mikrob 
dalam menentukan kualitas pangan fermentasi 
telah banyak dilaporkan, seperti Lactococcus 
lactis pada keju (Broadbent et al., 2002), bakteri 
asam laktat pada anggur (Rodas et al., 2003), 
dan Staphylococcus xylosus pada sosis (Stahnke, 
1994). Barus dan Wijaya (2011) melaporkan 
bahwa penggunaan kombinasi Pseudomonas 
fragi dengan   Saccharomyces cereviceae pada 
fermentasi Tapai singkong menghasilkan cita 
rasa yang tidak enak dan tidak disenangi oleh 
panelis. Sebaliknya, penggunaan kombinasi 
Lactobacillus plantarum dengan S. cereviceae 
paling disenangi oleh panelis karena 
menghasilkan cita rasa yang manis keasaman 
dan tekstur yang lembut. 
L. plantarum termasuk ke dalam 
kelompok bakteri asam laktat (BAL). BAL 
merupakan kelompok bakteri yang dapat 
mengubah glukosa menjadi asam laktat. Selain 
berperan dalam fermentasi bahan pangan, BAL 
juga telah dilaporkan penting bagi kesehatan, 
seperti membantu sistem pencernaan (Gilliland 
1990), mengendalikan kolesterol (Kusmiati et 
al., 2015), dan membantu digesti laktosa 
(Sreekumar dan Hosono, 1998). Selain itu, BAL 
juga telah dilaporkan dapat menghambat 
pertumbuhan bakteri penghasil enzim-enzim 
yang dapat mengkonversi senyawa 
prokarsinogen menjadi karsinogen (Pato, 2003). 
Namun informasi tentang BAL pada Tapai 
masih terbatas sehingga perlu dikaji lebih lanjut.  
 Sejalan dengan perkembangan ilmu dan 
teknologi, saat ini telah tersedia beberapa 
metode yang dapat digunakan untuk 
menganalisis komunitas mikrob yang terdapat 
pada habitat tertentu. Salah satu adalah melalui 
analisis gen 16S rRNA. Alasan penggunaan 
sekuen gen 16S rRNA adalah karena bersifat 
universal, highly conserved, dan ada di semua 
bakteri. Teknik ini lebih mudah untuk dilakukan, 
cepat, dan memungkinkan untuk analisis 
hubungan filogenetik dengan taxa yang cukup 
jauh (Větrovský dan Baldrian, 2013). Dengan 
demikian gen 16S rRNA telah banyak digunakan 
untuk mendeteksi dan mengkaji keragaman 
genetik kelompok bakteri pada suatu habitat 
(Drancourt et al., 2000). Oleh sebab itu, 
penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi 
dan mengkaji keragaman genetik BAL dari 
Tapai berdasarkan sekuen gen 16S rRNA. 
Informasi ini akan menjadi dasar penelitian lebih 
lanjut tentang peran BAL dalam menentukan 
kualitas Tapai dan perannya dalam kesehatan. 
Metode Penelitian  
Isolasi Bakteri Asam Laktat 
Isolasi BAL dilakukan dari Tapai yang 
diperoleh dari Alam Sutera, Bumi Serpong 
Damai, Serpong, Kelapa Gading, dan Tanjung 
Duren. Isolasi BAL dilakukan mengikuti metode 
Pisol et al., (2015). Sebanyak 25g Tapai 
dihomogenkan dengan 225 mL garam fisiologis 
0.85%. Pengenceran secara bertahap dilakukan 
dari 10-1 hingga 10-6. Selanjutnya, 100 µL 
pengenceran 10-4–10-6 disebar dengan metode 
spread pada media DeMan Rogosa and Sharp 
agar (MRSA) yang mengandung 0.8% CaCO3 
lalu diinkubasi pada suhu 37oC selama dua hari. 
Koloni dengan zona bening selanjutnya 
dikarakterisasi menggunakan pewarnaan gram 
dan uji katalase. BAL yang telah terkarakterisasi 
disimpan pada suhu minus 80oC hingga akan 
digunakan kembali.   
Isolasi Genom 
Isolasi genom BAL dilakukan mengikuti 
metode Barus dan Wijaya (2011). Isolat bakteri 
ditumbuhkan pada media Luria Broth (LB) dan 
diinkubasi pada suhu 30oC selama 18 jam di 
waterbath shaker. Selanjutnya isolasi genom 
BAL dilakukan menggunakan Fermentas® 
Genomic DNA Purification Kit (Thermo Fisher 
Scientific, Lithuania) sesuai dengan prosedur kit 
dengan sedikit modifikasi. Modifikasi tersebut 
adalah penambahan 25 μL lysozyme terlebih 
dahulu sebelum isolasi genom dilakukan. Genom 
yang diperoleh dicampur dengan nuclease free 
water (NFW) dan disimpan pada suhu -20°C 
sampai akan digunakan kembali.  
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Amplifikasi Sekuen Gen 16S rRNA 
Amplifikasi sekuens 16S rDNA dilakukan 
menggunakan GeneAmp® PCR System 2700 
(Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA). 
Komposisi mastermix PCR mengikuti Marchesi 
et al., (1998) yang terdiri atas 12,5 μL GoTag 
Green MasterMix, masing-masing 1 μL primer 
forward dan reverse, 1 μLDNA template dan 9,5 
μL ddH2O. Untuk mengamplifikasi sekuen 16S 
rRNA digunakan pasangan primer 63f (5’- CAG 
GCC TAA CAC ATG CAA GTC-3’) dan 1387r 
(5’-GGG CGG WGT GTA CAA GGC-3’). 
Mesin PCR dijalankan dengan pengaturan : pre-
denaturasi pada suhu 95°C selama 5 menit, 
denaturasi pada suhu 95°C selama 1 menit, 
annealing pada suhu 57°C selama 1 menit, 
extension pada suhu 72°C selama 1 menit, post-
extension pada suhu 72°C selama 10 menit, dan 
hold 4°C hingga selesai 30 siklus (Barus dan 
Wijaya 2011). Hasil PCR kemudian divisualisasi 
dengan melakukan elektroforesis (BioRad 
Laboratories, CA, USA) pada 1% gel SeaKem® 
Agarose (Cambrex, IA, USA). Hasil 
elektroforesis distaining dalam etidium bromida  
selama 15 menit lalu didestaining selama 5 
menit. Setelah itu dilakukan visualisasi.  
Sekuensing 16S rDNA BAL dilakukan di 
Macrogen Inc, Korea Selatan. Sekuen gen 16S 
rRNA yang diperoleh dari proses sekuensing 
selanjutnya dianalisis menggunakan program 
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 
pada situs NCBI untuk melihat similaritas 
dengan sekuen acuan yang terdapat pada 
GeneBank. Selanjutnya pohon filogenetik 
dikonstruksi berdasarkan sekuen gen 16S rRNA 
menggunakan program MEGA7 dengan metode 
Maximum Likelihood. 
Hasil dan Pembahasan 
Sebanyak 31 isolat BAL telah berhasil 
disolasi dari Tapai singkong dengan jumlah yang 
beragam pada setiap sampel (Tabel 1). Semua 
isolat BAL tersebut menunjukkan hasil positif 
pada pewarnaan gram (warna ungu) dan hasil 
negatif untuk uji katalase karena tidak terbentuk 
gelembung udara setelah ditetesi reagen uji 
katalase (hidrogen peroksida). Hal ini sesuai 
dengan yang telah dilaporkan oleh Kannan 
(2016) bahwa BAL merupakan bakteri gram 
positif dan katalase negatif. 
Genom semua isolat BAL telah berhasil 
diisolasi menggunakan Fermentas® Genomic 
DNA Purification Kit. Sekuen gen 16S rRNA 
dari masing-masih isolat juga telah berhasil 
diamplifikasi dengan menghasilkan fragmen pita 
sekitar 1300 bp (Gambar 1) sebagai contoh. 
Fragmen amplikon yang berukuran 1300 bp 
diperoleh karena menggunakan pasangan primer 
63f dan 1387r yang mengamplifikasi sekuen 
rDNA pada posisi basa ke 43-63 hingga basa 
1387-1370 (Marchesi et al., 1998).  
Setelah dibandingkan dengan sekuen 16S 
rDNA database di Genebank maka hasil BLAST 
dari sekuen masing-masing isolat menunjukkan 
similaritas yang tinggi (95%-100%) dengan 
Lactobacillus  fermentum (21 isolat), Weissella 
cibaria (3 isolat), dan W. confusa (6 isolat)  dan 
W. paramesenteroides (1 isolat) (Tabel 2). 
Kelimpahan jenis masing masing BAL pada 
sampel Tapai singkong bervariasi. Tapai 
singkong dari Alam Sutera (TBTA1-TBTA11) 
paling banyak mengandung L. fermentum (10 
isolat) dan hanya 1 isolat W. confusa. 
Kelimpahan L. fermentum ditemukan juga pada 
Tapai singkong dari Serpong dan Tanjung 
Duren. Sebaliknya, Tapai yang berasal dari 
Bumi Serpong Damai BAL yang berlimpah 
adalah W. confusa dan W. cibaria. L. fermentum 
hanya ditemukan 1 isolat. Perbedaan kelimpahan 
jenis BAL ini diduga berkontribusi pada kualitas 
Tapai singkong. Barus dan Wijaya (2011) 
melaporkan bahwa penggunaan kombinasi L.  
plantarum dengan S. cereviceae (mikrob utama 
Tapai singkong) paling disenangi oleh panelis 
karena menghasilkan cita rasa yang manis 
keasaman dan tekstur yang lembut. Sebaliknya, 
kombinasi Pseudomonas fragi dengan S. 
cereviceae pada fermentasi Tapai singkong 
menghasilkan cita rasa yang tidak enak dan tidak 
disenangi oleh panelis. Namun, disayangkan L.  
plantarum yang telah dilaporkan menghasilkan 
cita rasa yang manis keasaman dan tekstur yang 
lembut tidak ditemukan pada sampel Tapai 
singkong pada penelitian ini (Barus dan Wijaya, 
2011). Selanjutnya kami saat ini sedang 
mengkaji peran masing-masing BAL yang 
diperoleh pada penelitian ini dalam menentukan 
cita rasa Tapai. 
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Pohon filogenetik berdasarkan sekuen 16S 
rDNA BAL telah berhasil dikonstruksi dengan 
metode Maximum Likelihood (Gambar 2). Pohon 
filogenetik menunjukkan bahwa masing masing 
BAL membentuk kluster tersendiri, yaitu  kluster 
1 untuk L. fermentum, kluster 2 untuk W. 
paramesenteroides, kluster 3 untuk W. cibaria, 
dan kluster 4 untuk W. confusa. Gambar 2 
menunjukkan bahwa L. fermentum memiliki 
kekerabatan paling dekat dengan L. ingluviei, 
selanjutnya secara berurutan dengan W. 
paramesenteroides, W. cibaria, dan W. confusa. 
Pohon filogenetik berdasarkan sekuen 16S 
rDNA BAL dapat menunjukkan kekerabatan 
antar spesies BAL, dimana kelompok Weissela 
spp. tampak memiliki kluster yang saling 
berdekatan (kluster 2- kluster 4). Namun, pohon 
filogenetik berdasarkan sekuen 16S rDNA 
belum dapat digunakan untuk menentukan 
hubungan kekerabatan BAL hingga tingkat 
strain (Kampas, 2008). Hal ini dapat dilihat 
bahwa masing masing kluster terdiri atas satu 
spesies dan tidak terbentuk kluster hingga 
tingkat strain. 
 
Tabel 1. Lokasi pengambilan Tapai, jumlah isolat BAL, dan Kode isolat BAL 
Lokasi pengambilan Tapai Jumlah Isolat Kode Isolat 
Alam Sutera 11 TBTA1-TBTA11 
Bumi Serpong Damai 9 TBTA12-TBTA20 
Kelapa Gading 1 TBTA21 
Serpong 3 TBTA22-TBTA24 
Tanjung Duren 7 TBTA25-TBTA31 
 
Tabel 2. Kode isolat, Lokasi pengambilan Tapai, Referensi GenBank, dan similaritas (%) hasil BLASTN sekuens 
gen 16S rRNA BAL dari Tapai 
Kode Isolat Lokasi Pengambilan tapai Referensi kemiripan GenBank Kemiripan (%) 
TBTA1 Alam Sutera Lactobacillus fermentum  (AF243149.1) 99 
TBTA2 Alam Sutera Lactobacillus fermentum  (KF030773.1) 100 
TBTA3 Alam Sutera Lactobacillus fermentum  (KJ690760.1) 100 
TBTA4 Alam Sutera Lactobacillus fermentum  (KU213668.1) 100 
TBTA5 Alam Sutera Lactobacillus fermentum  (FJ538527.1) 99 
TBTA6 Alam Sutera   Lactobacillus fermentum  (KY810553.1) 98 
TBTA7 Alam Sutera Lactobacillus fermentum  (KU213668.1) 100 
TBTA8 Alam Sutera Lactobacillus fermentum  (EU419591.1) 95 
TBTA9 Alam Sutera Lactobacillus fermentum  (KU213668.1 98 
TBTA10 Alam Sutera Lactobacillus fermentum  (FJ390110.1) 95 
TBTA11 Alam Sutera Weissella confusa  (HF562955.1) 100 
TBTA12 Bumi Serpong Damai Weissella confusa (KY290603.1) 99 
TBTA13 Bumi Serpong Damai Weissella  paramesenteroides  (KY290605.1) 99 
TBTA14 Bumi Serpong Damai Weissella confusa (KY203672.1) 99 
TBTA15 Bumi Serpong Damai Weissella cibaria (KX648910.1) 99 
TBTA16 Bumi Serpong Damai Weissella cibaria  (KX648723.1) 100 
TBTA17 Bumi Serpong Damai Weissella cibaria (HF562958.1) 99 
TBTA18 Bumi Serpong Damai Weissella confusa  (KU324931.1) 97 
TBTA19 Bumi Serpong Damai Weissella confusa  (KF023228.1) 96 
TBTA20 Bumi Serpong Damai Lactobacillus fermentum  (KU213668.1) 98 
TBTA21 Kelapa Gading Lactobacillus fermentum  (JN944740.1) 97 
TBTA22 Serpong Weissella confusa (KF023228.1) 96 
TBTA23 Serpong Lactobacillus fermentum  (AF243149.1) 99 
TBTA24 Serpong Lactobacillus fermentum  (KU213668.1) 98 
TBTA25 Tanjung Duren Lactobacillus fermentum  (KU213668.1) 99 
TBTA26 Tanjung Duren Lactobacillus fermentum  (CP019030.1) 98 
TBTA27 Tanjung Duren Lactobacillus fermentum  (KY810538.1) 99 
TBTA28 Tanjung Duren Lactobacillus fermentum  (KU213668.1) 95 
TBTA29 Tanjung Duren Lactobacillus fermentum  (KU213668.1) 97 
TBTA30 Tanjung Duren Lactobacillus fermentum  (KU213668.1) 97 
TBTA31 Tanjung Duren Lactobacillus fermentum  (KY786098.1) 100 
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Gambar 1. Visualisasi sekuen gen 16S rRNA bakteri asam laktat dari Tapai. 
 
 
Gambar 2. Dendrogram dari tiga puluh satu BAL yang diisolasi dari Tapai yang 
dikontruksi berdasarkan sekuen gen16S rRNA menggunakan  metode 
Maximum Likelihood. 
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Simpulan 
Bakteri asam laktat yang paling berlimpah 
pada Tapai adalah L. fermentum, lalu diikuti oleh 
W. confusa, W. cibaria, dan W. 
paramesenteroides. L. fermentum memiliki 
kekerabatan paling dekat dengan W. 
paramesenteroides, lalu W. cibaria, dan paling 
jauh dengan W. confusa. Sekuen 16S rDNA 
BAL dapat menunjukkan kekerabatan antar 
spesies BAL namun belum dapat digunakan 
untuk menentukan hubungan kekerabatan BAL 
hingga tingkat strain.  
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